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PROCEDE DE DETECTION DE L'ACTIVITE ENZYMAT1QUE DE L'ENZYME POLY(ADP-RIBOSE POLYMERASE) 



L'invention a pour objet un procede de detection de l'activite enzymatique de 
1'enzyme poly(ADP-ribose polymerase) et de detection de l'activite inhibitrice ou 
activatrice d'un inhibiteur ou d'un activateur de cette enzyme. 

La poly(ADP-ribosyl)ation est une modification post-traductionnelle majeure des 
proteines nucleaires. La poly(ADP-ribose) polymerase (PARP; EC 2.4.2.30), aussi 
appelee poly(ADP-ribose synthetase) (PARS) qui catalyse cette reaction, est une 
enzyme nucleaire basique de 113 kD dont la structure a 6te relativement bien 
conserved au cours de Involution. A partir du NAD + 
(p-nicotinamide adenine dinucldotide) son substrat, la PARP catalyse la 
polymerisation de r6sidus d'ADP-ribose en un homopolymere plus ou moins branche, 
le poIy(ADP-ribose), qui est lie a des prolines nucleaires acceptrices (Figure 1A). 
Parmi les prolines acceptrices connues, on relevera que la PARP elle-meme 
represente le principal accepteur de poIy(ADP-ribose) (phenomene d'automodification 
dont le site se situe au niveau du domaine D de 1'enzyme; Figure IB). Quelques 
autres proteines nucleaires sont des accepteurs de poly(ADP-ribose), par exemple les 
histones HI et H2B ou les topoisomerases I et II qui sont modifiees sur des residus 
d'acide glutamique (h6t6romodification). La liaison du poly(ADP-ribose) a ces 
proteines nucldaires affecte consid6rablement leur structure et leurs fonctions en 
reduisant notamment leur affmite pour l'ADN. L'activite de base de la PARP est 
fortement stimulde par la presence de coupures simple brin (et a moindre echelle 
double brin) dans l'ADN qui sont gen6rees par des agents genotoxiques tels que 
radiations ionisantes, agents alkylants monofonctionnels, agents antitumoraux et 
dommages oxydatifs. La reconnaissance de ces mterruptions du squelette sucre- 
phosphate de l'ADN par 1'enzyme s'effectue par l'interm6diaire de deux motifs en 
doigt de zinc, appeles Fl et F2. localises dans le domaine N-terminal (domaine A; 
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Figure IB). Du fait de ces proprietes de reconnaissance de "cassures" ou de lesions de 
I'ADN, on a attribue a la PARP toute une serie de fonctions potentielles dans les 
grandes voies metaboliques cellulaires telles que transcription, replication et 
reparation. En particulier, des donnees recentes indiquent tres clairement que la 
PARP participe activement a la reparation par excision de bases (BER). Au cours de 
la mort cellulaire programmee, son clivage par les caspases au niveau du domaine B 
(residu d'acide aspartique 214; Figure IB), survenant en meme temps que celui 
d'autres enzymes de reparation et de proteines structurales nucleaires, empeche une 
reparation futile et assure l'irreversibilite rapide de la phase d* execution de 
Tapoptose. 

S'agissant de la detection de l'activite enzymatique de la PARP ou de la 
detection d'inhibiteurs ou d' activateurs de la PARP, les techniques actuellement 
decrites dans la litterature utilisent du NAD radioactif ( 32 P, 14 C ou 3 H-NAD) 
(Niedergang C, Okazaki H. and Mandel P. (1979) Properties of purified calf thymus 
poly (Adenosine diphosphate ribose) polymerase. Eur. J. Biochem. 102, 43-57). 

On peut citer 6galement d'autres auteurs qui utilisent toujours des tests 
similaires bases sur l'emploi du NAD radioactif, par exemple : 

- Banasik et al. (1992) Specific inhibitors of poly(ADP-ribose) synthetase and 
mono(ADP-ribosyl)transferase. J.Biol.Chem. 267 , 1569-1575. 

- Panzeter and Althaus (1994) DNA strand break-mediated partioning of 
poly(ADP-ribose) polymerase function. Biochemistry 33, 9600-9605. 

- Shah et al. (1995) Review: Method for biochemical study of poly(ADP- 
ribose) metabolism in vitro and in vivo. Anal. Biochem. 227, 1-13. 

- Shah et al. (1996) Complete inhibition of poly(ADP-ribose) polymerase 
activity prevents the recovery of C3H10T1/2 cells from oxidative stress. Biochim. 
Biophys. Acta 1312 1-7. 

- Masson M., Niedergang C, Schreiber V., Muller S., M6nissier de Murcia J. 
and de Murcia G. (1998) XRCC1 is specifically associated with poly(ADP-ribose) 
polymerase and negatively regulates its activity following DNA damage. Mol. Cell. 
Biol. 18, 3563-3571. 
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Le principe de base de ces essais consiste a immobiliser la PARP, ou des 
extraits contenant la PARP, sur un filtre (par exemple de la nitrocellulose) et de 
l'incuber avec tous les 61ements reactionnels necessaires, dont du NAD radioactif. La 
radioactivite incorporee dans les unites d'ADP-ribose (voir figure 1A) est raesuree par 
autoradiographic du filtre (test d'activit* sur membrane). Le test peut aussi etre r6alis6 
en phase liquide, le melange est filtre apres precipitation a l'acide trichloracetique 
(TCA) et la radioactivite incorporee est mesuree sur le filtre par des methodes 
classiques. En regie generate, lorsque les utilisateurs testent la PARP purifiee, les 
tests sont r6alises en presence d'une proline exogene, acceptrice de 
poly(ADP-ribose). II s'agit souvent d'histones (voir par exemple la revue technique 
redigee par Shah et al. (1995) Method for -biochemical study of poly(ADP-ribose) 
metabolism in vitro and in vivo. Anal. Biochem. 227, 1-13). 

Par ailleurs, les inhibiteurs de la PARP du type 3-amino benzamide (3-AB) sont 
gendralement utilises dans une fourchette de concentration du mM. On peut noter 
page 1573 de 1 ' article de Banasik et al. (1992) intitule "Specific inhibitors of 
poly(ADP-ribose) synthetase and mono(ADP-ribosyI)transferase" J.Biol.Chem. 267 
(pages 1569-1575) que ces auteurs classent les inhibiteurs en 5 categories dont ceux 
qui ont des IC50 < 25 fiM qui sont considerees comme "tres fortes". Ces auteurs ont 
decrit 4 inhibiteurs dont les IC50 sont < 1 M M (H savoir entre 180 et 390 nM). Le test 
qu'ils ont utilise est un test radioactif en phase liquide. 

II est d'usage courant pour rhomme de metier de dire que les tests radioactifs 
(RIA) sont plus sensibles que les tests immunoenzymatiques. Les tests ELISA sont 
cependant souvent favorises car ils n'utilisent pas de radioactivite, consid6ree comme 
contraignante au regard de la securite, des couts engendr6s par Tachat des reactifs, de 
leur manipulation et de leur elimination. Pour augmenter la seasibilit6 des tests 
ELISA, de nouveaux systemes de detection ont ete introduits, tels que des revelations 
par fluorescence et cbinmuminescence, par exemple. Meme si des formats d 'ELISA 
elabords peuvent etre utilises, dans le meilleur des cas on pretend a des sensibility 
similaires en ELISA et RIA (voir la prdface du livre de J.R. Crowther "EUSA, theory 
and practice" dans "Methods in Molecular Biology" , vol. 42, Humana Press, (1995). 
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On notera de plus que les tests "radioactifs" de type test d'activite sur membrane 
sont certes visuels, puisqu'on dispose d'un film d' autoradiographic, mais ne sont pas 
du tout quantitatifs. 

Par ailleurs, a ce jour, la sensibilite des tests de mesure d'activite enzymatique 
de la PARP ne permet pas de detecter des inhibiteurs specifiques de la PARP ayant 
une activite iorsqu'ils sont testes a des concentrations de l'ordre de quelques 
nanomoles/litre. ou de quelques dizaines de nanomoles/litre. 

L' invention a pour objet un proced£ de detection de 1* activite enzymatique de la 
PARP, par un test facile a mettre en oeuvre, rapide, specifique et extremement 
sensible. 

L' invention a egalement pour objet un proc6de de detection de 1' activite 
enzymatique de la PARP, par un test qui ne fait pas appel a la radioactivite. 

L' invention a egalement pour objet un proc&ie permettant d'etudier des series 
importantes de molecules, ou un m6lange de molecules, destines a inhiber et 
eventuellement augmenter T activity de la PARP. 

L'invention a egalement pour objet un procede permettant de detecter des 
inhibiteurs ou des activateurs de la PARP en quantites qui peuvent etre excessivement 
faibles, de l'ordre du nanomolaire. 

Ces difterents aspects ont &6 obtenus par 1'utilisation d'un anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) pour la detection de l'inhibition (ou de l'activation) de l'activte 
enzymatique de 1' enzyme poly (ADP-ribose polymerase) (PARP). 

On a trouve, contre toute attente, que 1'utilisation d'un anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) pour la detection de l'inhibition ou de l'activation de l'activite 
enzymatique de la PARP s'averait etre une methode plus sensible que les methodes de 
l'art anterieur faisant appel a la radioactivity. 

On d6fmit l'activit6 de la PARP par Evaluation de la quantite de 
poly(ADP-ribose) synth^tise en presence de tous les reactifs de la reaction 
enzymatique (notamment subsrrat et co-facteur de 1' enzyme). 

L'invention concerne l'utilisation d'un anticorps anti-poly(ADP-ribose) pour la 
detection de 1* activite enzymatique de la PARP, en vue de la quantification de 
1' activity inhibitrice ou activatrice d'un inhibiteur ou activateur de la PARP, par 
mesure de la variation de Tactivit^ de la PARP. 
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On definit r inhibition de la PARP par la diminution de la quantite de 
poly(ADP-ribose) synthase en presence de tous les reactifs de la reaction 
enzymatique (notamment substrat et co-facteur de renzyme) et d'un inhibiteur donne. 

Quant a l'activation de la PARP, elle est sous la dependance de coupures 
"simple brin" (et dans une moindre mesure double brin) dans l'ADN. En l'absence de 
l'activateur, on observe une synthese de poly(ADP-ribose) faible qui correspond a 
1'activite dite basale de renzyme. La synthese de poly(ADP-ribose) est tres fortement 
stimulee par la presence de ADN contenant des cassures ou coupures. 
L'ADN "intact" n'est pas un bon activateur. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, rinhibiteur de la PARP 
ou ractivateur de la PARP est present a des doses inferieures ou egales a environ 
250 nM, notamment inferieures ou egales a environ 100 nM et avantageusement 
comprises entre environ 25 et environ 100 nM. 

L'invention concerae egalement un proc6de de detection de 1'activite* de la 
PARP comprenant une 6tape de detection de la liaison entre la PARP et le 
poly(ADP-ribose) a l'aide d'un anticorps anti-poly (ADP-ribose). 

Selon un mode de realisation avantageux, le proc6d^ de d6tection de 1'activite de 
la PARP en vue de la detection de ractivite inhibitrice ou activatrice d'un inhibiteur 
ou d'un activateur de la PARP, comprend : 

- une 6tape de mesure de 1'activite de la PARP, en l'absence d'activateur et 
d'inhibiteur de PARP, par detection de la liaison entre la PARP et le 
poly(ADP-ribose) a l'aide d'un anticorps anti-poly(ADP-ribose), 

- une etape de mesure de l'activit^ de la PARP, en presence d'un activateur ou 
d'un inhibiteur de la PARP, par detection de la liaison entre la PARP et le 
poly(ADP-ribose) a l'aide d'un anticorps anti-poly (ADP-ribose), 

les deux etapes de mesure definies ci-dessus etant effectuees dans un ordre 
quelconque, 

- et une etape de comparison des activites de la PARP obtenues respectivement 
dans chacune des deux Stapes definies ci-dessus. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le procede de detection de 
1'activite de la PARP comprend les etapes suivantes : 
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- adsorption de la PARP contenue dans un milieu d' adsorption, sur un support, 

- addition, a la PARP adsorbee, d'un milieu de reaction contenant les elements 
necessaires a la mise en activite de la PARP, et resultant en la synthese de 
poly(ADP-ribose) et a la liaison du poly(ADP-ribose) a au moins une proteine 
nucleaire acceptrice presente dans le milieu, ou adsorbee 

- addition au milieu contenant la PARP d'un anticorps anti-poly(ADP-ribose) 
dans des conditions permettant la formation d'un complexe anticorps-antigene avec le 
poly(ADP-ribose) lie a la PARP, 

- detection de la formation du susdit complexe antigene-anticorps et mesure de 
T activite enzymatique correspondante de la PARP-. 

L' invention concerne egalement un procedd de detection de 1' activite de la 
PARP en vue de la detection de 1' activite inhibitrice ou activatrice d'un inhibiteur ou 
d'un activateur de la PARP, comprenant les etapes suivantes : 

- adsorption de la PARP contenue dans un milieu d'adsorption, sur un support, 

- addition, a la PARP adsorbee, d'un milieu de reaction contenant 

. un inhibiteur ou un activateur de la PARP, 

. les elements necessaires a la mise en activite de la PARP, et 
resultant en la synthese de poly(ADP-ribose) et a la liaison du poly(ADP-ribose) 
a au moins une proteine nucleaire acceptrice presente dans le milieu, 

- addition, au milieu contenant la PARP, d'un anticorps anti-poly(ADP-ribose) 
dans des conditions permettant la formation d'un complexe anticorps-antigene avec le 
poly(ADP-ribose) lid a la PARP, 

- detection de la formation du susdit complexe antigene-anticorps, et mesure de 
T activite enzymatique correspondante de la PARP, 

- comparaison de la mesure de 1' activite enzymatique de la PARP obtenue lors 
de la detection de la formation du susdit complexe antigene-anticorps avec la mesure 
de 1' activite enzymatique de la PARP obtenue lors de la detection de la formation du 
complexe antigene-anticorps obtenu selon la mise en ceuvre du proc6de de detection 
de l'activite de la PARP qui fait l'objet du paragraphe precedent. 
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De facon avantageuse, dans le precede de Invention, la proteine nucleaire 
acceptrice de poly(ADP-ribose) est la PARP. En d'autres termes, selon un mode de 
realisation avantageux, il n'y a pas de proteine nucleaire acceptrice exogene. 

Selon un autre mode de realisation, dans le precede de l'invention, la prot6ine 
nucleaire acceptrice de poly(ADP-ribose) est choisie parmi des histones, des prot6ines 
HMG ("High Mobility Group" : prolines du groupe des proteines de haute mobility 
des topoisomerases, des ADN polymerases et des ligases, et de preference des 
histones. 

De facon avantageuse, dans le precede de l'invention, 1'adsorption de la PARP a 
lieu dans un milieu d'adsorption contenant un compose susceptible de jouer le role 
d'ecran entre l'ADN lese et le polymere de poly(ADP-ribose) tel que la spermine ou 
la spermidine, ou avantageusement du MgCl 2 , et un agent favorisant la formation de 
doigts de zinc, avantageusement ZnCl 2 . 

Le polymere ayant sensiblement la meme charge que l'ADN lese, la competition 
entre l'ADN lese et le polymere est diminuee par la presence de Mg 2 + , 
avantageusement sous forme MgCl 2 . 

Selon un autre mode de realisation, dans le procedS de l'invention, le milieu de 
reaction contenant les elements necessaires a la mise en activite de la PARP 
comprend: 

- le substrat de la PARP, avantageusement du |3-NAD + , 

- un co-facteur de la PARP, avantageusement de l'ADN 16se, 

- un agent reducteur, notamment du DTT, 

- un compose susceptible de jouer le r61e d'ecran entre l'ADN les6 et le 
polymere de poly(ADP-ribose) tel que la spermine ou la spermidine, ou 
avantageusement MgCl 2 et un agent favorisant la formation de doigts de zinc, 
avantageusement ZnCl 2 . 

Selon un autre mode de realisation, dans le procedd de l'invention, 1'anticorps 
anti-poly(ADP-ribose), lors de son addition au milieu contenant la PARP, est dilue 
dans un milieu de dilution pennettant d'eviter les reactions non specifiques 
eventuelles, et avantageusement contenant de l'albumine serique de boeuf (BSA). 

Selon un autre mode de realisation, dans le procede de l'invention, 1'anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) est un anticorps polyclonal, par exemple 1'anticorps 
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LP 96-10 polyclonal commercialism par BioMol Research Laboratories (Plymouth 
Meeting, PA, Cat N° SA-276), ou un anticorps induit chez ie cochon d'Inde 
(anticorps polyconal : r6f. SA-217, Plymouth Meeting, PA), ou un anticorps non 
commercial, prepare au laboratoire, ou un anticorps monoclonal tel que l'anticorps 
10H commercialise par Serotec (Cat n° MCA 1480 ; Oxford, UK ou par Travigen 
Inc., Gaithersburg, MD, USA). 

La detection du complexe poly(ADP-ribose)-anticorps anti-poly(ADP-ribose) 
peut etre effectuee par des techniques classiques tel que : spectrophotometrie, 
fluorescence, chiimluminescence, en utilisant par exemple un deuxieme anticorps 
couple a une enzyme rdvelee par un substrat et un chromogene, ou un r6actif 
fluorescent ou chirriiluminescent. 

De facon avantageuse, dans le procede de 1' invention, la detection du complexe 
poly(ADP-ribose)-anticorps anti-poly (ADP-ribose) (premier anticorps) est effectue a. 
l'aide d'un deuxieme anticorps dirig6 contre l'anticorps anti-poly(ADP-ribose) et 
conjugue a une enzyme, et la liaison entre l'anticorps anti-poly( ADP-ribose) et le 
deuxieme anticorps est par exemple rev616 par reaction colorimetrique, notamment 
provoquee par l'addition d'un substrat de Tenzyme et d'un chromogene. 

L' importance de la reaction colored (densite* optique) est mesurde par 
spectrophotometrie . 

Dans le cas particulier vise ci-dessus, il s'agit d'un test ELISA (Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay) (imunoenzymatique). 

Les tests ELISA sont par exemple dermis dans le livre J.R. Crowther "ELISA, 
theory and practice" dans "Methods in Molecular Biology", vol. 42, Humana Press, 
(1995). 

Selon un autre mode de realisation, dans le procede de 1' invention, la PARP est 
utilisee a raison d'environ 200 a environ 600 ng/ml, l'ADN \H6 est utiUse a raison 
d'environ 1 a 1,5 fxg/mi, le ZnCl 2 est utilise" a raison d'environ 10 a 30 ^M, MgCl 2 
est utilise a raison d'environ 3 a 5 mM, le NAD + 25 a 75 M M, le DTT est utilise a 
raison d'environ 0,8 a 1,2 mM, l'anticorps anti-poly(ADP-ribose) est utilise a raison 
d'environ 1/500 a environ 1/2000, la BSA dans le milieu de dilution de l'anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) est utilisee a raison d'environ 0,2 a environ 0,6 % (p/v). 
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De facon plus detaillee, le procede de r invention de detection de l*activit6 
enzymatique de la PARP comprend les etapes suivantes : 

- adsorption de la PARP contenue dans un milieu d'adsorption, sur des plaques 
de microtitration en plastique, et lavage de la PARP non adsorb6e, 

- addition, a la PARP adsorbed, d'un milieu de faction contenant les elements 
necessaires a la rnise en activity de la PARP, et notamment de l'ADN l£se, du NAD + , 
et un compose susceptible d'eviter 1'oxydation des residus de cysteine, conduisant a la 
syntnese de poly(ADP-ribose) et a la liaison de celui-ci sur une proline nucl6aire 
acceptrice pr6sente dans le milieu ou adsorbee, notamment la PARP, et lavage des 
elements non lies a la PARP, 

- addition, au milieu contenant de la PARP, d'un anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) contenu dans un milieu de dilution pour former un complexe 
antigene-anticorps avec le poly(ADP-ribose) lie sur la PARP ou sur la proline 
acceptrice et lavage de l'anticorps qui n'a pas forme de complexe, 

- addition d'un 2eme anticorps specifique de l'espece d'origine de l'anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) conjugu6 a une enzyme pour former un complexe antigene- 
anticorps avec l'anticorps anti-poly(ADP-ribose) et lavage du deuxieme anticorps qui 
n'a pas forme* de complexe, 

- addition du substrat au susdit enzyme et d'un chromogene, 

- developpement de la reaction colorimdrrique puis arret de cette reaction par 
addition d'une solution acide, 

- d&erniination de l'activit6 enzymatique de la PARP en mesurant l'intensite" de 
la reaction par exemple par mesure de la densite optique (DO). 

Selon un mode de realisation avantageux de 1' invention le proc6de de detection 
de l'activit6 enzymatique de la PARP en vue de la quantification de l'activite 
inhibitrice ou activatrice d'un inhibiteur ou activateur de PARP comprend les 6tapes 
suivantes : 

- adsorption de la PARP contenue dans un milieu d'adsorption sur des plaques 
de microtitration en plastique, et lavage de la PARP non adsorbed, 

- addition a la PARP adsorbed d'un milieu de reaction contenant les elements 
necessaires a la mise en activity de la PARP, et notamment de l'ADN les6, du NAD + 
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et un compose susceptible d'eviter l'oxydation des residus de cysteine, conduisant a la 
synthese de poly(ADP-ribose) et a ia liaison de celui-ci sur une proteine nucleaire 
acceptrice presente dans le milieu, ou adsorbee, notamment la PARP, et un inhibiteur 
ou un activateur de la PARP et lavage des elements non lies a la PARP, 
5 - addition, au milieu contenant de la PARP, d'un anticorps 

anti-poly(ADP-ribose) contenu dans un milieu de dilution pour former un complexe 
antigene-anticorps avec le poly (ADP-ribose) lie sur la PARP ou sur n'importe quelle 
proteine acceptrice et lavage de 1' anticorps qui n'a pas forme* de complexe, 

- addition d'un 2eme anticorps speciflque de l'espece d'origine de l'anticorps 
10 anti-poly (ADP-ribose) conjugue a une enzyme pour former un complexe antigene- 
anticorps avec l'anticorps anti-poly (ADP-ribose) et lavage du deuxieme anticorps qui 
n'a pas forme de complexe, 

- addition du substrat du susdit enzyme et d'un chromogene, 

- developpement de la reaction colorimetrique puis arret de cette reaction par 
1 5 addition d ' une solution acide , 

- d6termination de l'activite enzymatique de la PARP en mesurant l'intensite de 
la reaction par exemple par mesure de la densite optique (DO), 

- comparaison des activites enzymatiques de la PARP respectivement obtenues a 
l'6tape precedente et a 1' issue du procedd sus-d6fini de detection de 1' activity 

20 enzymatique de la PARP, qui fait l'objet du paragraphe precedent. 

Selon un mode de realisation avantageux, le milieu de reaction contenant les 
elements necessaires a la mise en activite de la PARP contient egalement un compose 
susceptible d'6viter l'oxydation des residus de cysteine de la PARP, tel que le 
dithiothreitol (DTT). 

25 - Comme support d' adsorption de la PARP, on peut utiliser des plaques ELISA, 

par exemple en chlorure de polyvinyle (PVC). 

Le milieu utilis6, d'une part pour Tadsorption de la PARP (milieu d'adsorption) 

et, d' autre part, comme milieu de reaction a la composition suivante : 50 mM Tris- 

HC1, pH 8, contenant 4mM MgCl 2 et 20 /iM ZnCl 2 . MgCl 2 peut etre remplac6 par 
30 tout compose susceptible de jouer un r61e d ,n ecran" entre 1'ADN 16s6 et le 

poly (ADP-ribose), et done augmente la synthese de poly (ADP-ribose). On peut 

utiliser egalement la spermine ou la spermidine. 
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Du ZnCl 2 peut etre remplace par tout sel de Zn susceptible de favoriser la 
formation des doigts de zinc. 

Des conditions d'adsorption appropriees sont par exemple de 5h a 16h, a 4°C. 

Le tampon de lavage des elements non lies a la PARP est gendralement PBS-T 
(composition saline tamponnee au phosphate, voir exemple 1), et contient un detergent 
doux <§vitant la liaison faible de certaines molecules, tel que Tween 20 (commercialise 
par Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne, NO CAT 27, 434-8 ou Sigma reference 
P1379). 

L 1 ADN lese est un co-facteur de la PARP. Cet ADN active par incubation avec 
de la DNAse I a une longueur de 100-200 pb. II peut etre prepare selon le procede 
decrit par Mazen A., Menissier-de Murcia J., Molinete M., Simonin F., Gradwohl 
G., Poirier G.G. and de Murcia G. (1989) Nucleic Acids Res. 17, 4689-4698. On 
peut egalement avoir recours a de 1'ADN commercial (ref. Ladder MIX, MBI 
Fermentas, maison-mere a Vilnius, Lithuanie, distribue en France par Euromedex, 
ref. SM0331, lot AS05, longueur: 100 a lOOOOpb). 

Le NAD + , le p-nicotinamide ad6nine dinucl6otide est le substrat de la PARP. 
L'a-NAD est inactif et ne peut remplacer le p- NAD*. 

Comme anticorps anti-poly (ADP-ribose), on peut utiliser un anticorps 
monoclonal tel que 1'anticorps 10H ou du serum de lapin anti-poly (ADP-ribose). 

Le milieu de dilution de l'anticorps contient par. exemple 0,4% d'albumine 
serique de bceuf (ESA) afin d'6viter les factions non specifiques eventuelles. 

Le deuxieme anticorps permet de visualiser et quantifier la liaison du premier 
anticorps au poly (ADP-ribose). Dans le cas de l'anticorps monoclonal 10H, il s'agit 
d'un conjugue anti-IgG3 de souris li6 a la peroxydase de raifort; dans le cas du s6rum 
de lapin anti-poly(ADP-ribose), il s'agit d'un conjugu6 anti-IgG de lapin lie a la 
peroxydase. Le conjugue anti-IgG3 de souris lie a la peroxydase peut etre remplace 
par un conjugu6 anti-Ig totales de souris (reconnaissant les IgG3) li6 a la peroxydase. 

De facon avantageuse, le couple substrat/chromogene est H 2 0 2 -t6tramethyl 
benzidine, TMB. Le systeme peroxydase/ H 2 Oj-TMB permet egalement d'uuliser des 
temps courts d' incubation des reactifs. 
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Pour arreter la reaction colorimetrique entre le chromogene et le substrat de 
r enzyme lie au susdit deuxieme anticorps, on peut utiliser l'acide chlorhydrique 
(par exemple HCl, 1M), ou de l'acide sulfurique (par exempie H 2 S0 4 , 0.5M). 

S'agissant des gammes de concentration des composants essentiels du test mis en 
ceuvre dans le procdde de 1' invention, elles sont avantageusement les suivantes : 

_ pARp 400 ± 200 ng/ml 

-ADN"les6" 1,25 ± 0,25 ^g/ml 

- NAD + additions au milieu de reaction de la PARP 50 ± 25 /iM 

- ZnCl 2 dans le milieu de reaction et d'adsorption de la PAP.P 20 ± 10 jiM 

- MgCl 2 dans le milieu de reaction et d'adsorption de la PARP 4± 1 mM 

- DTT additionne au milieu de reaction de la PARP 1 ± 0.2 mM 

- Anticorps monoclonal anti-poly(ADP-ribose) 1/1600 (1/500 a 1/2000) 

(surnageant de culture, done a calibrer pour chaque nouveau lot). 

- BSA dans le milieu d* incubation du ler anticorps 0,4 ± 0,2 % (p/v) 

(depend du lot de BSA utilise, done a calibrer pour chaque nouveau lot). 



La specificitd etroite des reactifs immunologiques suivants a et6 particulierement 
etudiee : 

- anticorps monoclonal anti-poly (ADP-ribose), 

- serum de lapin anti-poly (ADP-ribose), 

15 . conjugue anti-IgG de lapm/souris 116 a la peroxydase. 

On a pu montrer que les anticorps anti-poly(ADP-ribose) ne reagissent ni avec 
la PARP, ni avec l'ADN. Le conjugu6 anti-IgG de lapin/souris li6 a la peroxydase ne 
reagit ni avec la PARP, ni avec 1' ADN lese, ni avec le poly(ADP ribose). 

L' invention concerne egalement un kit pour la detection de l'activite 
20 enzymatique de la PARP, dventuellement en vue de la detection de l'activite 
inhibitrice ou activatrice d'un inhibiteur ou d'un activateur de la PARP comprenant : 
- 1' enzyme PARP, 

- les milieux ou tampons necessaires a 1' adsorption de la PARP sur un support 
utilisable dans un procede ELISA, 
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- les milieux ou tampons permettant la mise en activita de 1' enzyme PARP, 

- au moins un anticorps anti-poly (ADP-ribose), 

- les milieux ou tampons permettant la dilution du susdit anticorps, 

- les milieux ou tampons permettant la formation de complexe antigene- 
anticorps entre le poly(ADP-ribose) et 1'anticorps anti-poly(ADP-ribose), 

- eventuellement un deuxieme anticorps susceptible de former un complexe 
avec Tanticorps anti-poly (ADP-ribose), eventuellement marque par une enzyme, 

- eventuellement le substrat de la susdite enzyme, et un chromogene ainsi que 
l'acide stoppant la reaction, 

- eventuellement les milieux ou tampon permettant la formation d'un complexe 
antigene-anticorps entre Tanticorps anti-poly(ADP-ribose) et le susdit deuxieme 
anticorps, 

- eventuellement au moins un inhibiteur ou un activateur de la PARP 
susceptible d'etre utilise* comme temoin interne. 

LEGENDE DES FIGURES 

La Figure 1 A correspond au metabolisme du poly (ADP-ribose) et la Figure 1R 
represente la structure modulaire de la poly(ADP-ribose)polymerase (PARP, 113 
kDa). Dans la Figure IB : 

- la partie A correspond au domaine de liaison de 1'ADN, la partie B 
correspond au signal de localisation nucleaire (NLS), la partie C correspond a un 
domaine dont la fonction n'est pas encore connue, la partie D correspond au domaine 
d'auto modification, la partie E appartient au domaine catalytique, et la partie F est le 
domaine catalytique, 

- Fl et F2 sont respectivement des doigts de zinc, 

- N correspond a l'extremite N-terminale et C a I'extremite C-terminale. 

Les Figures 2A et 2B repre"sentent 1' inhibition de 1'activite de la PARP en 
utilisant des dilutions en serie respectivement de rinhibiteur 3-MB (A) et NU1025 (B) 
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i ELISA. Les conditions de tests sont decrites dans l'exemple 1 ci-apres. On a porte, 
ir l'axe des ordonnees, les valeurs de l'absorbance (ou densite optique) a 450 nm. 
On donne ci-apres le Tableau 1 correspondant a cette figure. 



Tableau I 



Inhibiteurs 


IC50 (nM) 


Benzamide 


500 


3 AB 


2 000 


4 AB 


»5 000 


3 MB 


600 


NU 1025 


40 


DHIQ 


1 000 


Nicotinamide 


non calculable 



T, a Figure 3 represente la detection en ELISA de l'inhibition de l'activite de la 
PARP en utilisant une serie d'inhibiteurs de PARP testds a 1 M M. Les conditions de 
tests sont decrites dans l'exemple 1. L'etendue de l'activite inhibitrice des composes 
test6s est exprimee sur l'axe des ordonn6es en pourcentage d'inhibition = 
100 - [(valeur de DO avec inhibiteur - valeur de DO du bruit de fond/valeur de DO 
sans inhibiteur - valeur de DO du bruit de fond) x 100]. Le bruit de fond est < a 0,15 
unit6 de DO et correspond a Tabsorbance moyenne mesuree dans des puits dans 
laquelle toutes les 6tapes du test ELISA sont effectuees en utilisant tous les reactifs 
sauf le NAD + . 

Inferences des composes testes : benzamide (Sigma B-2009), 3-AB (Sigma A- 
0788), 4-AB (Sigma A-1658), 3-MB (Sigma- Aldrich, Ml, 005-0), NU1025 
(don du Dr. D. Newell), 1,5-dihydroxyisoquinoline (DHIQ ; Sigma-Aldrich 28-191- 
3), nicotinamide ou niacinamide (NAM ; Sigma N-3376). 

II faut noter que pour detenniner la valeur IC50 de chacun des inhibiteurs, ceux- 
ci ont 6te testes a des valeurs dans la gamme allant de 10 nM a 8000 nM. 

Dans ce qui precede et dans ce qui suit, DO signifie densite optique. 
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La Figure 4 represente la comparaison des niveaux d'activites mesures en 
utilisant l'anticorps monoclonal 10H et des anticorps polyclonaux 
anti-poly(ADP-ribose) (voir Exemple 3). La premiere surface correspond a 
1* utilisation de l'anticorps monoclonal 10H, la deuxieme surface correspond a celle 
d'anticorps polyclonaux, et la troisieme surface a celle d'un temoin sans anticorps. La 
densite optique est portee en ordonnees, a 450 nm. 

La Figure 5 represente le niveau d'activite mesure en presence et en absence 
d'une proteine acceptrice exogene (voir Exemple 4). 

Les deux premieres surfaces correspondent a 1' utilisation de la PARP seule, et 
les deux dernieres surfaces correspondent a 1' utilisation de PARP et de rhistone HI. 
Les surfaces en gris correspondent a la reaction en 1' absence d'inhibiteur , et les 
surfaces en blanc correspondent a la reaction en presence de l'inhibiteur 
3 MB (1 /tM). La density optique est portee en ordonnees, a 450 nm. 

Exemple 1 

De la PARP recombinante humaine (400 ng/ml dans un tampon Tris contenant 
50 mM Tris ajuste a pH 8 avec HC1, 20 fiU ZnCl 2 et 4 mM de MgCl 2 ; 200 /xl/puits) 
est immobilise sur des plaques de microtitration en chlorure de polyvinyle (Falcon, 
ref. 3912). Le meme r6sultat final est obtenu lorsque les plaques sont recouvertes par 
incubation toute la nuit (16h) ou simplement 5h. Apres 3 lavages avec du 
PBS-T ("Phosphate Buffered Saline-Tween") (tampon phosphate salin contenant du 
Tween 20), 150 mM pH 7,4 [PBS-T = KH 2 P0 4 (1,47 mM), Na 2 HP0 4 , 2H 2 0 
(8,09 mM), KC1 (2,68 mM), NaCl (0,14 M), Thimerosal 494 (preservatif anti- 
bacterien), Tween 20 (0,05% v/v)], 1,25 ^g/ml d'ADN 16se prepare comme d^crit 
selon la reference de Mazen et al.(Mazen, A., Menissier-de Murcia, J., Molinete, 
M., Simonin, F., Gradwohl, G., Poirier, G.G. and de Murcia, G.,1989, "Nucleic 
Acids Res.\ 12, pp.4689-4698) et dilu^ dans du tampon Tris d6crit ci-dessus et 
additionne de 50 ± 25 M M p-NAD^ (Boehringer-Manheim, ref. 127965) et 1 mM de 
DTT fraichement prepare est incube pendant lh (200 /xl/puits) = "milieu 
reactionnel". Apres 3 lavages avec PBS-T, la synthese de poly(ADP-ribose) par la 
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PARP activee est detectee en utilisant l'anticorps monoclonal 10H (surnageant de 
culture dilue a 1/1600 dans du PBS-T contenant 0,4 % de BSA ; 200 /xl/puits). Apres 
lh d'incubation a 37°C et 3 lavages avec PBS-T, du conjugue chevre anti-IgG3 de 
souris couple a la peroxydase (Nordic) dilud a 1/5000 dans du PBS-T (200 Epulis) 
est ajoute pendant 30mn a 37°C. Apres une serie finale de lavages (2 fois avec PBS-T 
et une fois avec H20), la reaction positive est visualisee par TMB (3,3', 5,5'- 
tetramethyl-benzidine) en presence de H 2 O a pendant 15 mn a 37°C (150 ^1/puits). La 
reaction est arretee par addition de 50 y\ HC1 (concentration finale a 0,25 M) et 
l'absorbance est mesuree a 450nm. Pour l'etude d'inhibiteurs/activateurs potentiels de 
la PARP, les composes a tester sont ajoutes dans le milieu reactionnel. 

Toutes les etapes de test d'ELISA sont effectuees a 4°C, sauf lorsque c'est 
indique differemment. 

Fxemple 2 

La PARP recombinante humaine (400 ng/ml dans le "tampon Tris" defini ci- 
dessus (200 ^^cupule) est immobilisee par adsorption sur des plaques de 
microtitration en chlorure de polyvinyle (Falcon, ref. 3912). La reaction se poursuit 
en une nuit a 4°C. 

On effectue ensuite trois (3) lavages de la plaque avec du PBS-T (pH 7,4). 
La composition du tampon est celle donnee a l'exemple 1. 

On additionne 1,25 /xg/ml ADN n 16s6", prepare comme decrit par Mazen et al. 
(r6f. ci-dessus) et dilue dans le "tampon Tris" defini ci-dessus contenant en plus 
50 ± 25 fiM p-NAD + (Boehringer-Manheim, ref. 127965), 1 mM de DTT 
(fraichement prepare) et rinhibiteur a tester (200 ^1/cupule). L'inhibiteur a tester est 
ajoute dans la gamme de 10 nM a 8000 nM. L' incubation a lieu pendant 1 heure a 
4°C. 

On effectue ensuite trois (3) lavages de la plaque avec du PBS-T ayant la 
composition donnee ci-dessus. 

La synthese de poly(ADP-ribose) par la PARP activee est ensuite detectee par 
addition de l'Ac monoclonal 10H (surnageant de culture dilue 1/1600 dans du PBS-T 
contenant en plus 0,4% BSA; 200 jd/cupule). On effectue ensuite une incubation 
1 heure a 37 °C. 
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On effectue ensuite trois (3) lavages de la plaque avec du PBS-T (cf 13.1.2). 

On additionne du conjugue chevre anti-IgG3 de souris couple a la peroxydase 
(Nordic) dilue 1/5000 dans du PBS-T (200 ^1/cupule). On fait incuber 30 min a 
37°C, puis on effectue deux (2) lavages de la plaque avec du PBS-T (et un (1) lavage 
a I'eau. 

On visualise la reaction finale en ajoutant le chromogene 3,3\5,5'-tetramethyl- 
benzidine (TMB) en presence de H2O2 (150 /d/cupule). On effectue une incubation 
15mina37°C. 

La reaction est arr6tee en ajoutant 50 fil HC1 (concentration finale 0,25M). 
L'absorbance est mesure> a 450 nm a l'aide d'un spectrophotometre. 

Exemple 3 

Cet exemple est un exemple comparatif entre la mise en ceuvre du proced6 
decrit a V Exemple 1 et utilisant un anticorps polyclonal ou monoclonal pour la 
detection du poly(ADP-ribose) (voir Figure 4). 

~ Les r6sultats obtenus dans chaque cas sont identiques. 

Exemple 4 

Cet exemple concerne la comparaison de la mise en ceuvre du procede* de 
I'invention respectivement en prdsence ou en l'absence d'une proteine acceptrice 
(autre que la PARP elle-meme) (voir Figure 5). 

Comme proteine acceptrice necrologue, on a teste rhistone HI pure qui est la 
principal histone qui peut etre poly(ADP-ribosyl)ee. Dans ce cas, 1'histone HI 
(400ng/ml) et la PARP sont adsorbdes sur la plaque. On note sur la figure qu'en 
presence d'une proteine acceptrice necrologue le signal d'activite (DO) est 
sensiblement diminue. Ceci peut affecter la sensibilite et la variabilis de la detection 
de ['inhibition du signal en presence d'un inhibiteur a tester. On aura done de 
preference recours a l'utilisation de la PARP seulement, sans proteine acceptrice 
necrologue. 
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Exemple 5 

Cet exemple concerne la mise en oeuvre du procede de 1' invention dans lequel 
l'un des composants essentiels du test est omis. 

L'effet de 1' absence des differents composants suivants a ete teste : PARP, ADN 
"lese", NAD + , anticorps anti-poly (ADP-ribose), et DTT. Dans tous les cas, la 
reaction finale s'avere complement negative (Tableau 2). On a observe qu'en 
1* absence de ZnCl 2 +MgCl 2 dans le milieu, la reaction (DO) est nettement diminuee 
(0,45 unite DO, au lieu de 1,37). 

Les resultats sont donnes dans le Tableau 2 ci-apres. 



Tableau 2 



Composants omis 


DO obtenue 


aucun 


1.37 


PARP 


0,10 


ADN n les6" 


^ 0,14 


NAD + 


0,17 


anticorps anti-poly(ADP-ribose) 


0,10 


DTT 


0,10 


MgCl 2 et ZnCl 2 


0,45 



WO 00/23804 



19 



PCT/FR99/02456 



REVENDI CATIONS 

1. Utilisation d'un anticorps anti-poly(ADP-ribose) pour la detection de 
l'activite enzymatique de 1' enzyme poly (ADP-ribose polymerase) (PARP). 

2. Utilisation d'un anticorps anti-poly(ADP-ribose) pour la detection de 
l'activite enzymatique de la PARP selon la revendication 1, en vue de la quantification 
de l'activite inhibitrice ou activatrice d'un inhibiteur ou activateur de la PARP, par 
mesure de la variation de l'activite* de la PARP. 

3. Utilisation selon la revendication 2, dans laquelle l'inhibiteur de la PARP ou 
l'activateur de la PARP est present a des doses inferieures ou egales a environ 
250 nM, notamment infdrieures ou egales a environ 100 nM et avantageusement 
comprises entre environ 25 et environ 100 nM. 

4. Proced6 de detection de l'activite de la PARP comprenant une 6tape de 
detection de la liaison entre la PARP et le poly(ADP-ribose) a I'aide d'un anticorps 
anti-poly (ADP-ribose) . 

5. Procede de detection de l'activite de la PARP selon la revendication 4, en vue 
de la detection de I'activit* inhibitrice ou activatrice d'un inhibiteur ou d'un activateur 
de la PARP, comprenant : 

- une 6tape de mesure de l'activit6 de la PARP, en 1'absence d'activateur et 
d'inhibiteur de PARP, par detection de la liaison entre la PARP et le 
poly(ADP-ribose) a I'aide d'un anticorps anti-poly(ADP-ribose), 

- une etape de mesure de l'activitd de la PARP, en presence d'un activateur ou 
d'un inhibiteur de la PARP, par detection de la liaison entre la PARP et le 
poly(ADP-ribose) a I'aide d'un anticorps anti-poly (ADP-ribose), 

les deux dtapes de mesure d^finies ci-dessus 6tant effectuees dans un ordre 
quelconque, 
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- et une etape de comparaison des activites de la PARP obtenues respectivement 
dans chacuae des deux &apes definies ci-dessus. 

6. Precede de detection de l'activite de la PARP selon la revendication 4, 

comprenant les etapes suivantes : 

- adsorption de la PARP contenue dans un milieu d'adsorption, sur un support, 

- addition, a la PARP adsorbee, d'un milieu de reaction contenant les elements 
necessaires a la mise en activite de la PARP, et resultant en la synthese de 
poly(ADP-ribose) et a la liaison du poly(ADP-ribose) a au moins une proteine 
nucleaire acceptrice presente dans le milieu, ou adsorbee, 

- addition au milieu contenant la PARP d'un anticorps anti-poly(ADP-ribose) 
dans des conditions permettant la formation d'un complexe anticorps-antigene avec le 
poly(ADP-ribose) lie a la PARP, 

- detection de la formation du susdit complexe antigene-anticorps et mesure de 

l'activite enzymatique correspondante de la PARP. 

7. Proc6de de detection de l'activite de la PARP en vue de la detection de 
l'activite inhibitrice ou activatrice d'un inhibiteur ou d'un activateur de la PARP selon 
la revendication 6, comprenant les etapes suivantes : 

- adsorption de la PARP contenue dans un milieu d'adsorption, sur un support, 

- addition, a la PARP adsorbde, d'un milieu de reaction contenant 

. un innibiteur ou un activateur de la PARP, 

. les 616ments necessaires a la mise en activite de la PARP, et 
resultant en la synthese de poly(ADP-ribose) et a la liaison du poly(ADP-ribose) 
a au moins une protdine nucleaire acceptrice presente dans le milieu, 

- addition, au milieu contenant la PARP, d'un anticorps anti-poly(ADP-ribose) 
dans des conditions permettant la formation d'un complexe anticorps-antigene avec le 
poly(ADP-ribose) lie a la PARP, 

- detection de la formation du susdit complexe antigene-anticorps, et mesure de 

l'activite enzymatique correspondante de la PARP, 
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- comparaison de la mesure de l'activite enzymatique de la PARP obtenue lors 
de la detection de la formation du susdit complexe antigene-anticorps avec la mesure 
de l'activite enzymatique de la PARP obtenue lors de la detection de la formation du 
complexe antigene-anticorps obtenu seion la revendication 6. 

8. Procede selon l'une des revendications 6 ou 7, dans lequel la proteine 
nucl6aire acceptrice de poly(ADP-ribose) est la PARP. 

9. Procede selon l'une des revendications 6 ou 7, dans lequel la proteine 
nucleaixe acceptrice de poIy(ADP-ribose) est choisie parmi : ' 

-PARP, 

- histone(s), 

- HMG, 

- topoisomerases, 

- ADN polymerases, 

- ADN ligases. 

10. Procede selon l'une des revendications 6 a 9, dans lequel l'adsorption de la 
PARP a lieu dans un milieu d'adsorption contenant un compose susceptible de jouer le 
role d'ecran entre V ADN lese et le polymere de poly(ADP-ribose) tel que la spermine 
ou la spermidine, ou avantageusement du MgCl 2 , et un agent favorisant la formation 
de doigts de zinc, avantageusement ZnCl 2 . 

11. Procede selon l'une des revendications 6 a 10, dans lequel le milieu de 
reaction contenant les el6ments necessaires a la mise en activite de la PARP 
comprend: 

- le substrat de la PARP, avantageusement du p -NAD + , 

- un co-facteur de la PARP, avantageusement de 1' ADN lese, 

- un agent reducteur, notamment du DTT, 

- un compos6 susceptible de jouer le role d'ecran entre l'ADN 16s6 et le 
polymere de poly(ADP-ribose) tel que la spermine ou la spermidine, ou 
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avantageusement MgCl 2 et un agent favorisant la formation de doigts de zinc, 
avantageusement ZnCl 2 . 

12. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 6 a 11, dans lequel 
l'anticorps anti-poly (ADP-ribose) lors de son addition au milieu contenant la PARP 
est dilue dans un milieu de dilution permettant d'eviter les reactions non specifiques 
eventuelles, et avantageusement contenant de la BSA. 

13. Proced6 selon l'une quelconque des revendications 6 a 12, dans lequel 
l'anticorps anti-poly(ADP-ribose) est un anticorps polyclonal, par exemple l'anticorps 
LP 96-10 polyclonal commercialism par BioMol Research Laboratories (Plymouth 
Meeting, PA, Cat N° SA-276), ou un anticorps induit chez le cochon d'Inde 
(anticorps polyconal : ref. SA-217, Plymouth Meeting, PA), ou un anticorps non 
commercial, prepare au laboratoire, ou un anticorps monoclonal tel que l'anticorps 

15 10H commercialise par Serotec (Cat n° MCA 1480 ; Oxford, UK ou par Travigen 
Inc., Gaithersburg, MD, USA). 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 6 a 13, dans lequel la 
detection du complexe poly(ADP-ribose)-anticorps anti-poly(ADP-ribose) (premier 
20 anticorps) est effectue a l'aide d'un deuxieme anticorps dirige centre l'anticorps anti- 
poly (ADP-ribose) et conjugue a une enzyme, et dans lequel la liaison entre l'anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) et le deuxieme anticorps est revele par exemple par reaction 
colorimetrique, provoquee par l'addition d'un substrat de I'enzyme et d'un 
chromogene. 

25 

15. Proc6d6 selon l'une des revendications 6 a 14, dans lequel la PARP est 
utilisee a raison d'environ 200 a environ 600 ng/ml, 1' ADN 16s6 est utilis6 a raison 
d'environ 1 a 1,5 /ig/ml, ZnCl 2 est utilise a raison d'environ 10 a 30 iM, MgCl 2 est 
utilise a raison d'environ 3 a 5 mM, NAD + 25 a 75 /xM, DTT est utilise a raison 
30 d'environ 0,8 a 1,2 mM, l'anticorps anti-poly (ADP-ribose) est utilise a raison 
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d'environ 1/500 a environ 1/2000, BSA dans le milieu de dilution de l'anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) est utilise a raison d'environ 0,2 a environ 0,6 % (p/v). 

16. Precede selon Tune des revendications 6 a 15, de ddtection de l'activit6 
enzymatique de la PARP comprenant les dtapes suivantes : 

- adsorption de la PARP contenue dans un milieu d'adsorption, sur des plaques 
de microtitration en plastique, et lavage de la PARP non adsorb6e, 

- addition, a la PARP adsorbee, d'un milieu de reaction contenant les elements 
necessaires a la mise en activite de la PARP, et notamment du ADN lese, du NAD + , 
et un compose susceptible d'eviter l'oxydation des residus de cysteine, conduisant a la 
synthese de poly(ADP-ribose) et a la liaison de celui-ci sur une proteine nucleaire 
acceptrice pr6sente dans le milieu ou adsorbee, notamment la PARP, et lavage des 
elements non li6s a la PARP, 

- addition, au milieu contenant de la PARP, d'un anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) contenu dans un milieu de dilution pour former un complexe 
antigene-anticorps avec le poly(ADP-ribose) lie sur la PARP ou sur la proteine 
acceptrice et lavage de l'anticorps qui n'a pas formd de complexe, 

- addition d'un 2eme anticorps specifique de l'espece d'origine de l'anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) conjugue a une enzyme pour former un complexe antigene- 
anticorps avec l'andcorps anti-poly(ADP-ribose) et lavage du deuxieme anticorps qui 
n'a pas forme de complexe, 

- addition du substrat au susdit enzyme et d'un chromogene, 

- developpement de la reaction colorimetrique puis arret de cette reaction par 
addition d'une solution acide, 

- determination de I'activitS enzymatique de la PARP en mesurant l'intensite de 
la reaction par exemple par mesure de la densit6 optique (DO). 

17. Precede selon l'une des revendicadons 6 a 16, de detection de l'activite 
enzymatique de la PARP en vue de la quantification de l'activite inhibitrice ou 
activatrice d'un inhibiteur ou activateur de PARP comprenant les etapes suivantes : 

- adsorption de la PARP contenue dans un milieu d'adsorption sur des plaques 
de microtitration en plastique, et lavage de la PARP non adsorbde, 
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- addition a la PARP adsorbee d'un milieu de reaction contenant les elements 
necessaires a la mise en activite de la PARP, et notamment du ADN lese, du NAD + , 
et un compose susceptible d'eviter l'oxydation des residus de cysteine, conduisant a la 

5 synthese de poly(ADP-ribose) et a la liaison de celui-ci sur une proteine nucleaire 
acceptrice pr&ente dans le milieu, ou adsorbee, notamment la PARP, et un inhibiteur 
ou un activateur de la PARP et lavage des elements non lies a la PARP, 

- addition, au milieu contenant de la PARP, d'un anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) contenu dans un milieu de dilution pour former un complexe 

10 antigene-anticorps avec le poly(ADP-ribose) lie sur la PARP ou sur n'importe quelle 
proteine acceptrice et lavage de 1' anticorps qui n'a pas forme de complexe, 

- addition d'un 2eme anticorps specifique de l'espece d'origine de l'anticorps 
anti-poly(ADP-ribose) conjugue a une enzyme pour former un complexe antigene- 
anticorps avec l'anticorps anti-poly (ADP-ribose) et lavage du deuxieme anticorps qui 

15 n'a pas forme de complexe, 

- addition du substrat du susdit enzyme et d'un chromogene, 

- developpement de la reaction colorimetrique puis arret de cette reaction par 

- addition d'une solution acide, 

- determination de I'activite enzymatique de la PARP en mesurant l'intenste de 
20 la reaction par exemple par mesure de la densite optique (DO), 

- comparison des activites enzymatiques de la PARP respectivement obtenues a 
l'etape precedente et selon ia revendication 16. 

18. Kit pour la detection de I'activite enzymatique de la PARP, eventuellement 
25 en vue de la detection de I'activite inhibitrice ou activatrice d'un inhibiteur ou d'un 
activateur de la PARP comprenant : 

- 1' enzyme PARP, 

- les milieux ou tampons necessaires a 1' adsorption de la PARP sur un support 
utilisable dans un procede ELISA, 

30 - les milieux ou tampons permettant la mise en activite de l'enzyme PARP, 

- au moins un anticorps anti-poly (ADP-ribose), 

- les milieux ou tampons permettant la dilution du susdit anticorps, 
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- les milieux ou tampons permettant la formation de complexe antigene- 
anticorps entre le poIy(ADP-ribose) et l'anticorps anti-poly (ADP-ribose), 

- eventuellement un deuxieme anticorps susceptible de former un complexe avec 
l'anticorps anti-poly(ADP-ribose), eventuellement marqud par une enzyme, 

- eventuellement le substrat de la susdite enzyme, et un chromogene ainsi que 
l'acide stoppant la reaction, 

- eventuellement les milieux ou tampons permettant la formation d'un complexe 
antigfene-anticorps entre l'anticorps anti-poly(ADP-ribose) et le susdit deuxieme 
anticorps, 

- eventuellement au moins un inhibiteur ou un activateur de la PARP susceptible 
d'etre utilise comme t6moin interne. 
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